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Proc£d& de preparation decides gras polyinsatur6s libres et de leurs 
metabolites d'oxydation 

invention a pour objet un precede de preparation decides gras 
5 polinysatures libres et de leurs metabolites d'oxydation. 

Elle vise plus particulierement Tapplication du precede conforme a 
Tinvention a la preparation des acides 

- 124iydroxy-eicosatetra6noique ou 12-HFTE et 

- 1 1 ,12-epoxy-eicosatrienoique ou 1 1,12-EET. 

10 qui sont des metabolites d'oxydation de Tacide arachidonique et qui constituent 
des m6dicattients importants en ce sens qu'ils restaurent, coirigent ou modifient 
certaines fonctions organiques de TStre humaiii ; oes m6dicaments sont Tobjet de 
la demande de brevet d£pos6e paT la Societe Demanderesse & la meme date que la 
presente demande sous le titre "Nouveau medicament". 

15 L'invention repose sur le resultat des rccherches, menees par la Soci&6 

Demanderesse et qui lui ont permis de trouver qu'il 6tait possible de stimuler par 
mise en ceuvre d'Sliciteurs de nature prot6ique, lipidique ou saccharidique la 
production de ces metabolites dans les algues rouges et plus particulierement. 
chez Chondrus Crispus, dans les reactions de defense desquelles ils jouent un 

20 role qui n'est pas encore elucid6, sachant qu'il est deja connu que ces metabolites 
_ sont produits a Tissue de la cascade d'oxydation de Tacide arachidonique sous 
Taction de la lipoxygenase pour le premier et sous Taction dSme enzyme a 
cytochrome P450 pour le second- 

Et le merite de la Societe Demanderesse est d'avoir trouve que cette 

25 stimulation dans Chondrus Crispus pouvait avantageusement £tre obtenue par la 
raise en oeuvre en tant qu'eliciteurs, de composants produits par Talgue verte 
Acrochaete operculata. 

Une fois la stimulation x6alis6e, resultat qui est obtenu en environ 6 & 12 
heures apres Tinoculation de Telioiteur sur le substrat constitue par Talgue rouge, 

30 Tacide arachidonique et les metabolites produits sont extraits du tissu v6g6tal de 
Chondrus Crispus. 
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II s'ensuit que le procede conforme a Invention pour la preparation 
d'acides gras polyinsatures libres et de leurs metabolites d'oxydation est 
caract£ris£ par le fait que, successivement, 

- on stimule, dans une algue rouge, la liberation d'acides gras 
5 polyinsatures et la production de leurs metabolites d'oxydation par action d'un 

61iciteur de nature peptidique, lipidique ou saccharidique, puis 

- on extrait les acides gras polyinsatads lib£r£s ainsi que leurs metabolites 
d'oxydation. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede conforme & 
10 . Tinvention, la stimulation de J a liberation des acides gras polyinsatur6s et de la 
production de leurs m6tabolites d'oxydation est obtenue dans le cas de l'algue 
rouge Chondrus Crispus par elicitation sous Taction de composants de l'algue 
verte Acrochaete operculata. 

Selon un autre mode de realisation avantageux da procdd6 conforme a 
15 Vinvention, Felicitation est realisee en ayant recours & un extrait ^Acrochaete 
pperculata, obtenu par traitement aqueux a froid ou a chaud dim broyat de 
l'algue, 

Se proposant par consequent de preparer des acides gras polyinsatures et 
leurs metabolites d'oxydation dont notamment le 12-HETE et le 11,12-EET, 
20 conformement k Tinvention, on procede comme suit ou de fa?on Squivalente, 
On cultive tout d'abord des thaHes de Chondrus Crispus. 
Pour ce faire, on procede a la culture de ces thalles [notamment en 
utilisant une souche baploide (gam&ophytes) identifiee par JC002PC-6 et 
comxnuniquee par le laboxatoire du Professeur Juan Correa de la Faculte des 
25 Sciences Biologiques, Universite Catholique, Santiago, Chili] dans un milieu de 
culture designe paT SFC et prepare en ajoutant S 1 litre d'eau de mer, filtree ayec 
un filtre de 0,2/ttm, une quantite de 2ml de chacunes des cinq solutions identifiees 
ci-apres et prepaiees comme indiqu£ : 
1. Solution i base de fer. 
30 On dissout 367 mg/1 de sels sodium fenique Methylene diamine acide 

tetra-acetique dans de Feau distillee. 
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2. Solution k base de phosphates. 

On prepare 50mM de (NaH 2 P04, H 2 0) dans de 1'eau distiliee. 

3. Solution a base de nitrates. 

On prepare 1M de NaN03 dans de Teau distiliee. 
5 4. Solution a base de inetaux. 

On prepare $6parement des solutions de 14mg/ml ile (MnCl 2 > 4H 2 0) ? de 
Img/ml de ZnCU, de 47/ig/ml de (CoCl 2 , <SH 2 0) et de 0.04/ig/nrt de (CuCl* 
2H 2 0) dans de Teau distiliee; un volume de 50ml de chacune de ces solutions est 
ajoute a une solution de Na 2 EDTA (4.36g/l); on fait bouillir l'ensemble pendant 
-10 10 minutes, on ajoute 1 litre d'eau distiliee et on ajuste le pH a 7.5 avant de filtrer 
avec un filtre de 0.2 fim. 

5 . Solution & base de vitamines. 

On prepare $6par£ment des solutions de biotine (0*5mg/l), d'acide folique 
(lmg/1), de thiamine Bl (1.5 mg/1) et de B12 (0.5mg/l) dans de Teau distiliee; on 
15 ajoute L25ml de chacune de ces solutions a 250 ml d'eau de mer filtrde avec un 
filtre de 0.2 (im. 

On cultive, par ailleurs, en utilisant de nouveau le milieu dcfini ci-dessus, 
des isolats d'Acrochaete operculata (notamment des isolats obtenus du 
Laboratoire du Professeur Juan Correa et qui sont constitues par des cultures 
20 unialgales etablies k partir de thalles de Chondrus Crispus infectes par cet 
endophyte dans Ja nature, recoltes au Canada en 1987 et identifies par _KH 
040687-1-1. 

Les deux cultures sont maintenues a 1 5°C avec une photop£riode de 16/8 
(jour/nuit) et un flux himtneux. de 40 /raiol m-2 s- 1 . 
25 Le milieu de chaque culture est renouvele chaque semaine. 

Apres 4 mois de culture, lorsque la biomasse ftAcrochaete operculata 
atteint une quantite d'environ 5g d'algues fraiches egoutt^es pour 5 litres de 
milieu de culture, une fraction de 1 .5g d'algues est pr61ev£e, filtree sur du papier 
Whatman 3MM et egouttee par pressage. 
30 Cefte biomasse est alors congelee dans l'azote liquide et stocks au 

cong£lateur a ~80 C C. 
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Pour preparer les extraits acellulaires d'Acrochaete opereulata* on utilise 
la susdite fraction de 1.5g A'Acrochaete operculafa congel6e dans Pazote liquide, 
on la reduit en poudre dans l'azot© liquide, et, apr£s evaporation de Pa20te, la 
poudre est reprise dans 1ml de tampon detraction constitue de (X5M Tris HC1 
5 P H 6-5, de 50mM de NaCl et 1 OmM de MgCl* 

L'extraction peut se faire a froid ou a chaud k 100 Q C pendant I Sminutes. 

Apres centrifugation & 12000g pendant 30 minutes, le sumageant est 
recupere* 

Ce surnageant constitue 1'extrail utilise en tant qu'eliciteur. 
10 La culture de Chondrus Crispus, dont il a ete question ci-dessus, est 

poursuivie pendant 4 a 8 mois, 

A la fin de cette culture, on pr61£ve un echantillon de 500mg (poids frais) 
de gametophytes. 

Get 6chantilJon est utilise pour Felicitation. 
15 Pour cette elicitation, on mcube pendant 1 heure les 500mg de 

gametophytes dans 10ml d'eau de mer, filtree avec un filtre O^ftm, en presence 
d'uue quoutite de 70/d du susdit extrait tfAcruchaete operculata. 

On induit ainsi l'activation des phospholipases qui Ub^rent des acides gras 
polyinsatures libres, dont Tacide arachidonique, ainsi que les lipoxygenases et le 
20 cytochrome P450 sous Taction respective desquels sont form6s 9 a partir de l'acide 
arachidonique, les metabolites 12-HETB et 11,12-EET. 

Une fois l'incubation terminee, (to ^e Hncubation peut §tre contrdtee 
par congelation des algues dans Vazote liquide), on recupere par extraction les 
acides gras et les m6tabolites formes. 
25 Pour ce faire, on peut proceder successivement a une extraction aqueuse 

de Talgue rouge broyee dans Pazote liquide suivie d*une extraction par solvant 
organique. 

On prepare tout d'abord un extrait aqueux des gametophytes qui ont 6t6 
soumis a T&idtation par l'extrait tfAcrochaete opercular** 



5 



Pour ce faire, on soumet une quantity de Sg de la culture de gam&ophytes 
incub6e avec les extraits de 1'algue verte Acrochaete operculata k un buoyage a 
Tazote Uquide. 

Le produit resultant de ce broyage est mis en suspension dans 20ml d'un 
5 tampon Tris-HCI 50mM a pH 9.5 contenant 500 mM de KCl et 10 mM de 0- 
inercaptoethanoL 

Apres homog&ieisation par agitation lente dans de la glace, Textrait est 
centrifugS k 12 OOOg pendant 10 minutes, puis les proteines contenues dans le 
sumageant sont dosees par la methode de Bradford (1976). Le rSactif de dosage 
10 utilise est un produit commercial k base d'un colorant, le bleu de Coomassie et 
vendu sous la marque Bjo-Rad protein assay; il s'agit d'une forme anionique du 
colorant qui se fixe preferentiellement aux prolines par interaction avec leurs 
groupements cationiques. 

Les echantillons sont tout d'abord solubilises dans un tampon MgC^ 
15 lQmM, NaCl 50 mM, perfablock ImM, Tris HC1 50 mM k pH 7.5 et centrifuges 
pendant 10 minutes a 12000g. 

A 800//1 d'extrait dilu^ contenant entre 1 et 10 fig dc proteines, on ajoule 
200 /il du susdit reactif Bio-Rad et on mesure la density optique k 595 am k Taide 
dun spectrophotometry 
20 L'etalonnage .est realise a l'aide d'une gamme etalon effectu6e avec de la 

albumine s6rique de boeuf 

On determine ainsi un rendement d'extraction des prolines solubles, 

Cest a partir du susdit extrait aqueux que Ton r£cupere ies acides gras et 
leur metabolites. 

25 Cet extrait qui contient 24mg de proteines est dilu6, pour obtenir un 

volume de 40ml, avec du tampon lOOmM Tris pH 8,5* 

Les metabolites sont extraits 2 fois avec 60mL de diethylether. 
La phase oiganique est £vaporee a sec sous flux d'azote et les r&idus sont 
redissous dans de Vethanol absolu* 
30 Une partie aliquote est 6vaporee et redissoule dans 100 f& d'acetonitrile. 
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Une quantite de 40 pX est injectee pour analyse en RP-HPLC couptee a un 
detecteur APCI-ESI-MS pour identification a partir de la comparaison du spectre 
de masse du metabolite avec celui d'un standard authentique et quantification par 
etalonnage avec des quantites connnes des metabolites decides gras comme le 
5 12-HETEetlelU2-EET, 

La preparation finale contient 1.5 fxg de 12-HETE et une quantite 
Merieure ou egale & 0,5 fig de 1 1,12-EET. Le rendement final de la preparation 
est de 0,3 mg de I2-HFTE et de 0,lmg de 1 1,12 EET par kilogramme d'algue 
fraiche* 

* 10 Ces metabolites sont stables dans r&hanol pendant plusieurs mois et sont 

conserves d-20°C. 

D'autres metabolites dont des hydroperoxides (12-HPETE, 13HPOTE* 
13-HPODE ou des ceto alcools ou des epoxy-, et des d6riv6s hydroxyles des 
acides arachidonique, linol&iique on linolelque sont egalement identifies et, 
15 compte tenu de leurs activites biologiques sur des syst&mes animaux ou 
vegetaux, ces composes obtenus par la mise en ceuvre du proc6d£, objet de la 
prcscnte invention* pourraient donncr lieu & de uouvcllc* upplications. 
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Revendications 

1. Procede de preparation d'acides gras polyinsatures libres et de leurs 
metabolites d'oxydation caracteris6 par le fait que successivement 
5 - on stimule, dans une algue rouge, la production d'acides gras 

polyinsaturfe et de leurs metabolites d'oxydation par action d'un 61iciteur de 
nature peptidique, lipidique ou saccharidique, puis 

- on extrait les acides gras polyinsatores produits ainsi que leurs 
metabolites d'oxydation. 
-10 2. Procede selon k revendication 1, caracterise par le fait que la 

stimulation de la production des acides gras polyinsatur& et de leurs metabolites 
d'oxydation est obtenue dans le cas de Valgue rouge Ckondrus Crispus par 
elicitation sous Taction de composants de l'algue verte Acrochaeie operculata. 

3. Procede selon Ja revendication 2, caract6rise par le fait que Felicitation 
15 est realisee en ayant recours h nn extrait $ Acrochaeie operculata y obtenu par 
extraction aqueuse a froid ou a chand de l'algue verte broyee dans Va20te liquide. 

4- Proc6dc scion Vune des levendications 1 ft 3 caracterisd par le fait que 
Textraction des acides gras polyinsatures et de leurs metabolites d'oxydation est 
realises par extraction aqueuse de Palgue broy6e dans l'azote liquide, suivie d'une 
20 extraction par solvant organique. 
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ABREGE 

L'invention concerne un procede de preparation decides gras 
polyinsatur& libres et de leurs metabolites d'oxydation caracterise par le fait que 
5 successivement 

- cm stiraule, dans une algue rouge, la production d'acides gras 
polyinsatur^s et de leurs metabolites d'oxydation par action d f un eliciteur de 
nature peptidique, lipidique on saccharidique, puis 

- on extrait les acides gras polyinsatures produits ainsi que leurs 
" 10 metabolites d'oxydation. 



